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摘要 : 限制 性 酶 切 位 点 关联 DNA 测序 技术 (restriction-site-associated DNA sequencing, RAD-seq) 是 
在 二 代 测 序 技术 基础 上 发 展 起 来 的 一 种 简化 基因 组 技术 (reduced-representation genome sequencing, 
RRGS) 。RAD-seq 利用 限 性 核酸 内 切 酶 使 基因 组 片段 化 ,经 过 修饰 后 连接 含 标记 的 接头 构建 文库 
并 进行 测序 。 因 其 具有 操作 简单 、 实 验 成 本 低 、 通 量 高 等 优点 ,在 分 子 生 态 学 .进化 基因 组 学 、 保 护 
遗传 学 等 领域 得 到 应 用 。 目 前 发 展 起 来 的 RAD-seq 技术 主要 包括 利用 稀有 酶 和 物理 打 断 方式 进 
行 基因 组 片段 化 的 mbRAD 利用 稀有 酶 和 常见 酶 组 合 酶 切 的 方式 进行 基因 组 片段 化 的 ddRAD 4) 
用 LIB 型 限制 性 内 切 酶 得 到 短片 段 文库 的 2bRAD、 利 用 同 裂 酶 和 Ilumina 试剂 使 建 库 的 ezRAD 和 
完全 利用 Nextera RAJEE t nextRAD。 本 文 对 每 种 RAD-sed 技术 的 特点 及 其 在 昆 训 种群 造 伟 
学 、 群 落 生 态 学 、 物 种 界定 、 系 统 发 育 和 遗传 连锁 图 谱 构 建 等 研究 领域 的 应 用 进行 了 综述 。 
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Abstract; Restriction-site-associated DNA sequencing ( RAD-seq ) is a technology of reduced- 
representation genome sequencing (RRGS), which is developed with next-generation sequencing. In 
terms of RAD-seq, genome is digested by restriction endonuclease. The digested fragments are ligated 
with barcoded adapters, and used to construct library for sequencing. With the advantages of simple 
operation, low experimental cost, and high throughput, RAD-seq is widely used in molecular ecology, 
evolutionary genomics and conservation genetics. Recently, five different RAD-seq methods including 
mbRAD, ddRAD, 2bRAD, ezRAD and nextRAD have been developed. Of them, mbRAD uses a low 
frequency cutter and physical shearing to make genome into fragments. ddRAD uses a low frequency cutter 
and a high frequency cutter to digest genome. 2bRAD relies on IIB-type restriction endonuclease to excise 
genomic sequences into short fragments. ezRAD uses isochimozer enzymes and Illumina library preparation 
kit. nextRAD entirely uses Nextera DNA library preparation kit. In this article, we reviewed the 
characteristics of each RAD-seq method and its application in entomology, such as population genetics, 
community ecology, species delimitation, phylogenetic reconstruction and construction of genetic linkage map. 
Key words; RAD-seq; entomology; population genetics; species delimitation; phylogeny; genetic 
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二 代 测 序 (next-generation sequencing, NGS) 技 
术 的 发 展 使 得 人 们 能 够 以 较 低 的 价格 快速 测定 生物 
基因 组 和 转录 组 ,推动 了 分 子 生 态 学 、 进 化 基因 组 
学 \ 保 护 遗 传 学 等 领域 发 生 突破 性 的 变革 (Arnold et 
al., 2013; Andrews et al., 2016) ,生命 科学 进入 一 个 
新 的 时 代 (Ellegren，2014) 。 在 二 代 测 序 技术 的 基 
础 上 出 现 了 简化 基因 组 测序 技术 (reduced- 
representation genome sequencing，RRGS)。 该 技术 
运用 生物 信息 学 方法 设计 特定 的 标记 标签 ,对 富 集 
的 特异 性 片段 进行 高 通 量 测序 ,以 测定 的 部 分 基 
组 序列 代表 目标 物种 全 基因 组 信息 。 常 见 的 RRGS 
有 限制 性 酶 切 位 点 关联 DNA 测序 (restriction-site- 
associated DNA sequencing, RAD-seq) 、 基 于 测序 的 
基因 分 型 (genotyping by sequencing, GBS)、 简 化 代 
表 文 库 (reduced-representation libraries，RRL) 和 简 
tk & AS FP Fi) 42 ZY YE (complexity reduction of 
polymorphic sequences, CRoPS ) 等 ( Andrews and 
Luikart , 2014) 。 

RAD-seq 是 RRGS "PA Jk RR A Z AY 
一 种 (Davey et al., 2011; Schweyen et al., 2014) 。 
它 利 用 限制 性 核酸 内 切 酶 (restriction endonuclease, 
RE) 对 物种 基因 组 进行 酶 切 , 回 收 一 定 大 小 的 片段 
后 ,构建 文库 并 进行 测序 ,具有 通 量 高 .成本 低 、 实 验 
周期 较 短 且 无 需 参 考 基 因 组 等 优点 (Davey et al., 
2013)。 相 比 于 一 代 测 序 技术 (Sanger sequencing ) 
和 基因 组 重 测序 技术 (whole genome re-sequencing) , 
RAD-seq 不 仅 能 用 于 系统 进化 模式 的 分 析 和 群体 基 
因 组 扫描 ,而 且 在 分 子 标记 的 开发 .遗传 图 谱 的 构 
建 . 重 要 经 济 性 状 的 数量 性 状 基因 座 (quantitative 
trait locus, QTL) 定位 、 群 体 遗 传 结构 分 析 、 群 落 构 
建 机 制 、 连 锁 不 平衡 作 图 ( 又 叫 联合 作 图 ,associating 






































mapping) 等 方面 得 到 应 用 ( Gugerli et al., 2013; 
Andrews and Luikart, 2014; Ellegren, 2014; Hand et 
al., 2015), 


1 RAD-seq 的 基本 流程 


RAD-sed 的 基本 流程 包括 基因 组 DNA 提取 、 酶 
切 .连接 接头 片段 回收 文库 构建 .测序 和 数据 分 析 
等 (图 1) 。 该 过 程 需 一 定量 的 基因 组 DNA ,通常 在 
50 ~ 100 ng, 特别 要 注意 起 始 DNA 的 质量 ,过 度 的 
降解 会 导致 RAD py ic Fl EH PRS AS HE (single 
nucleotide polymorphism, SNP) 位 点 的 减少 ( Graham 
et al., 2015 ) 。 进 行 酶 切 时 要 选择 识别 位 点 在 基因 
组 上 均匀 分 布 的 限制 性 内 切 酶 ,以 保证 能 够 获得 足 
够 数量 的 RAD 标记 。 对 于 已 知 基 因 组 序列 信息 的 
物种 ,可 先 用 电子 酶 切 的 方法 进行 模拟 以 选择 合适 
的 限制 性 内 切 酶 ,党 用 的 程序 有 DDsilico (Rašić et 
al., 2014) 和 Digital _RADs. py(https://github. com/ 
BU-RAD-seqZDigital_RADs) 等 。 酶 切 的 主要 目的 是 
使 基因 组 片段 化 ,然后 在 两 端 连接 含 标记 的 接头 , 通 
过 凝 胶 电泳 回收 和 磁 珠 吸附 等 方法 进行 片段 大 小 选 
择 ,完成 文库 的 构建 。 建 库 完 成 后 即 可 上 机 测序 。 
目前 常用 的 RAD-seq 测序 平台 有 Ilumina GAI, 
Illumina HiSeq 2000 和 Illumina HiSeq 2500 等 。 

测序 完成 后 对 测序 结果 进行 分 析 , 可 以 通过 
Stacks ( http://creskolab. edu/stacks/ ) 
(Catchen et al., 2013) 软件 包 实现 标记 和 酶 切 位 点 
的 识别 和 修正 read 的 聚 类 等 过 程 。 该 软件 包 可 以 
与 MySQL 数据 库 关 联 , 将 每 一 步 的 分 析 结 果 输 入 数 
据 库 , 从 而 可 以 在 网 络 浏览 句 中 查看 ,也 方便 对 数据 
进行 前 期 处 理 。 
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Fig. 1 




















到 1 RAD-seq 技术 的 基本 流程 
General steps of RAD-seq method 


A: 限制 性 内 切 酶 对 基因 组 DNA 进行 酶 切 Restriction endonuclease (RE) digestion of genomic DNA; B; 在 酶 切 产 物 上 连接 接头 Adapter ligation 
to the digested fragments; C: 对 特定 长 度 片段 进行 回收 Size selection; D; PCR 扩 增 回收 片段 PCR amplification of the selected segments; E; 文库 
一 端的 结构 示意 图 , 即 对 D 中 绿色 圆圈 区 域 的 放大 Structure of one side of the library, corresponding to the green circle area in figure D. 
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2 各 种 RAD-seq 技术 的 特点 


目前 已 发 表 的 RAD-seq 技术 主要 有 5 种 ,包括 
mbRAD，ddRAD，2bRAD，ezRAD 和 nextRAD 
( Puritz et al., 2014; Andrews et al., 2016) ,每 种 方 
法 各 有 特点 ( 表 1) ,研究 者 可 根据 实验 目的 和 实验 
条 件 进 行 选择 。 
2.1 mbRAD (original RAD-seq) 

mbRAD 是 最 原始 的 一 种 RAD-sed 技术 。 该 方 
法 的 步骤 较为 复杂 , 仅 用 一 种 在 基因 组 中 识别 位 点 
较 少 的 限制 性 内 切 酶 进行 酶 切 ,在 酶 切片 段 两 端 连 
接合 标记 的 接头 Pl 后 进行 物理 打 断 (如 超声 波 ) ， 
打 断 后 再 连接 接头 P2 构建 文库 ,最 后 进行 PCR 扩 增 
(图 2: A) (Miller et al., 2007; Baird et al., 2008) 。 
虽然 mbRAD 是 5 种 方法 中 技术 和 步骤 最 为 复 
杂 的 一 种 ,但 是 由 于 物理 打 断 的 随机 性 ,插入 较 长 片 
段 的 可 能 性 较 大 ,一 方面 可 以 鉴定 PCR 扩 增 引入 的 
重复 拷贝 , 另 一 方面 使 得 在 从 头 组 装 时 可 获得 比 其 
他 方法 更 长 的 序列 ,因此 在 基因 功能 鉴定 和 基因 本 
体 (gene ontology ) 分 析 中 得 到 应 用 。 同 时 , 这 种 随 
机 性 也 造成 了 不 同 长 度 的 片段 的 测序 深度 不 同 , 造 
成 测序 结果 不 均衡 (Davey et al., 2013) 。 
2.2 ddRAD (double-digest RAD) 

ddRAD 通过 一 种 识别 位 点 较 少 的 稀有 酶 和 一 
种 识别 位 点 较 多 的 常见 酶 对 基因 组 DNA 进行 双 酶 
切 ,在 片段 两 端 分 别 连接 Pl 接头 ( 含 一 组 barcode) 
和 P2 接头 (为 Y- 型 结构 ) ,将 样品 合并 后 进行 片段 
大 小 选择 ,然后 通过 PCR 引物 在 第 2 个 酶 切 位 点 附 
近 加 入 一 组 index( 区 别 于 barcode) ,在 这 一 过 程 中 
Y- 型 结构 还 确保 了 两 端 同 为 P2 接头 的 片段 无 法 扩 
增进 入 到 文库 (图 2: B) (Peterson et al., 2012), 

与 mbRAD 相 比 ,该 方法 没有 物理 打 断 的 过 程 。 
由 于 物理 打 断 的 随机 性 比较 大 , 相 比 之 下 用 两 种 限 
制 性 内 切 酶 酶 切 的 目的 性 较 强 ,使 得 其 对 DNA 文库 
的 筛选 更 为 严格 。 其 次 ,研究 者 可 以 通过 对 不 同 的 
限制 性 内 切 酶 的 组 合 以 及 对 片段 大 小 选择 范围 的 优 
化 ,使 单个 个 体 在 有 限 的 测序 通 量 中 得 到 合适 的 测 
序 深度 ,从 而 利用 较 少 的 测序 量 就 可 得 到 可 靠 的 结 
论 。ddRAD 采用 双重 标记 减少 了 接头 和 引物 的 合 
成 数量 ,从 而 降低 了 试验 成 本 。 如 ,对 96 个 样品 进 




































































小 选择 的 不 准确 性 容易 导致 个 体 间 测 序 位 点 的 差异 
较 大 ,虽然 可 以 使 用 准确 的 片段 大 小 选择 方法 ,如 使 
用 全 自动 核酸 电泳 和 片段 回收 系统 Pippin Prep 
(Sage Science, Inc., USA) ,但 同时 也 会 降低 基因 的 
多 样 性 。 当 限制 酶 的 识别 位 点 缺失 或 具 多 态 性 时 ， 
将 导致 酶 切 错误 , 容易 产生 等 位 基因 丢失 [ 又 叫 等 
位 基因 脱 扣 (allele dropout, ADO) ] ,降低 对 遗传 多 
样 性 的 估计 。 由 于 ddRAD 方法 需 用 两 种 限制 酶 ,所 
以 结果 更 易 受 ADO 的 影响 (Arnold et al., 2013), 
因此 ,在 对 敏感 种 群 进行 基因 分 析 时 需 考 虑 该 因素 
( Puritz et ol.，2014 ) 。 另 外 ,PCR 扩 增 的 过 程 容易 
产生 PCR 重复 拷贝 ,导致 测序 不 均衡 ,扩大 了 纯 合 
子 基因 位 点 所 占 的 比例 。 目 前 可 以 通过 在 粘性 末端 
和 接头 之 间 插 入 一 个 短 的 简 并 位 点 区 ( degenerate 
base region, DBR) (5’- NNNNNIIICC-3') 序 列 来 检测 
PCR 重复 拷贝 (Schweyen et al., 2014) ,这 种 方法 也 
可 以 应 用 于 单 末端 RAD-seq (Baird et al., 2008 ) 和 
2bRAD ( Wang et al., 2012), 

2.3 2bRAD 

2bRAD 建 库 的 特别 之 处 在 于 选用 IB 型 限制 性 
内 切 酶 ,如 BsaX1, AIST 和 Bae 1 ,这 类 酶 分 别 对 靠近 
识别 位 点 的 上 游 和 下 游 序 列 进行 酶 切 , 获 得 的 片段 
长 度 基 本 一 致 , 约 33 ~36 bp。 酶 切 后 进行 接头 的 连 
接 , 需 用 不 同 标记 来 区 分 不 同 个 体 ,最 后 PCR 扩 增 
并 进行 电泳 , 切 胶 回收 目的 条 带 完成 建 库 (图 2: C) 
(Wang et al., 2012), 

相 比 于 其 他 几 种 RAD 方法 ,2bRAD 过 程 比 较 
简单 , 回收 的 片段 很 小 , 选用 50 bp 单 末端 的 
Tlumina 测序 试剂 盒 测序 即 可 。 这 种 方法 降低 了 基 
因 组 的 复杂 度 , 可 快速 有 效 地 得 到 成 千 上 万 SNPs 
标记 。 尤 其 是 在 基因 分 型 和 QTL 作 图 中 ,测定 较 少 
的 序列 就 可 以 得 到 理想 的 结果 。 这 种 短 的 片段 虽然 
足够 代表 基因 组 的 特异 性 ,但 在 基因 组 重复 度 高 的 
物种 中 效果 较 差 。 为 此 ,2bRAD 片段 不 能 用 于 构建 
基因 组 重合 群 ,也 不 能 用 于 诸如 不 同 物种 之 间 的 遗 
传 距离 较 大 的 图 谱 构 建 。 

2.4 ezRAD 

ezRAD 是 用 识别 位 点 高 频 且 相同 的 一 种 或 多 
种 限制 性 内 切 酶 , 即 同 裂 酶 ,使 基因 组 片段 化 ,产生 
的 片段 可 用 Ilumina TruSeq 试剂 盒 建 库 , 只 需 再 合 
并 文库 进行 片段 大 小 选择 。 最 后 的 PCR 过 程 是 否 


























































































































行 区 分 时 ,mbRAD 需要 96 种 标记 ,而 ddRAD 只 需 8 
种 barcode 和 12 种 index, 即 8 对 接头 和 12 条 引物 。 
但 是 ddRAD 需要 更 高 质量 的 基因 组 DNA, FEK 








需要 可 根据 建 库 试 剂 盒 而 定 ( 图 2: D) (Toonen et 
al., 2013), 
该 方法 最 大 的 优点 就 是 不 需要 研究 者 自己 设计 
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A: mbRAD ,使 用 稀有 限制 性 内 切 酶 和 物理 打 断 组 合 方法 对 基 
cutter and physical shearing; B; ddRAD ,使 用 稀有 
by a low frequency cutter and a high frequency cutter; C; 2bRAD ,使 用 IIB 型 限制 性 内 切 酶 酶 切 
IIB-type restriction endonuclease; D; ezRAD, 使 月 
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图 2 5 种 RAD-seq 技术 的 原理 示意 图 
Fig. 2 Principle of 5 RAD-seq methods 
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月 同 裂 酶 酶 切 基 因 组 DNA, 再 使 用 Ilumina 











试剂 盒 建 库 ezRAD, genomic fragmentation by 


isochimozer enzymes and library construction by Illumina TruSeq library Prep Kit; E; nextRAD ,使 用 Nextera 试剂 盒 建 库 nextRAD, library construction 
by Nextera DNA Library Prep Kit. RE: 限制 性 内 切 酶 Restriction endonuclease. 
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接头 及 引物 序列 ,直接 使 用 山 umina TruSeq 试剂 盒 
建 库 ,同时 也 节省 了 合成 接头 和 引物 所 需 的 费用 。 
如 果 选 用 PCR-Free TruSeq 试剂 盒 , 还 可 省 去 最 后 的 
PCR 过 程 ,从 而 避免 了 该 过 程 产生 的 实验 误差 。 虽 
9X Ilumina TruSeq 建 库 试剂 盒 的 成 本 较 高 ,但 在 器 
具 ( 如 96 孔 磁 力 架 ) 和 试剂 (如 磁 珠 adapter 和 引物 
等 ) 方 面 又 节省 了 费用 。 因 此 ,ezRAD 技术 适合 仪 
器 设备 不 齐 .缺乏 操作 经 验 、 建 库 数 量 不 多 的 实验 室 
使 用 。 测 序 是 从 测序 引物 结合 区 下 游 开 始 进行 的 ， 
ezRAD 文库 的 测序 引物 结合 区 下 游 为 目的 序列 ， 
ddRAD 文库 在 测序 引物 结合 区 下 游 为 barcode 和 目 
的 序列 ,而 ezRAD 从 酶 切 位 点 开始 时 , 相 邻 不 同 簇 
间 readl 上 的 前 几 个 碱 基 均 相同 ,而 人 umina 测序 仪 
是 通过 readl 上 最 开始 的 4 ~5 个 核 苷 酸 来 区 别 相 
邻 复 ,就 会 错误 地 把 2 个 不 同 的 DNA 片段 产生 的 簇 
归 为 一 个 复 ,给 出 一 个 测序 结果 ,降低 测序 质量 。 
2.5 nextRAD 

nextRAD 建 库 的 整个 过 程 都 是 利用 Nextera 
DNA Sample Pre Kits (Illumina, Inc. ) 完 成。 首先 ， 
提取 的 基因 组 DNA 经 过 一 个 Tagmentation 过 程 , 即 
在 有 接头 序列 的 转 座 子 的 作用 下 使 DNA 片段 化 并 
连接 好 接头 ,纯化 后 进行 PCR 扩 增 , 补 齐 片段 两 端 
的 接头 ,并 引入 index 和 flowcell 序列 (图 2: E) 
(Russello et al., 2015), FI ezRAD 一 样 ,利用 试剂 
盒 建 库 操作 简单 ,也 不 需要 各 种 仪器 。Nextera 试剂 
盒 要 求 的 DNA 起 始 量 比较 低 ,50 ng 即 可 ,所 以 
nextRAD 方法 比较 适合 对 小 型 基因 组 . 扩 增 子 等 进 
行 研究 ,特别 是 一 些 只 能 采用 非 侵 入 性 方式 收集 样 
本 (如 搜集 毛发 ) 的 濒危 物种 的 研究 。 另 外 ,使 用 这 
种 方法 还 需 特 别 注 意 DNA 降解 对 实验 结果 的 影响 ， 
因为 降解 的 片段 在 Tagmentation 过 程 中 无 法 成 功 连 
接 接 头 。 










































































3 RAD-seq 在 昆虫 学 研究 中 的 应 用 


昆虫 是 世界 上 种 类 最 为 繁多 的 类 群 ,除了 黑 腹 
Rt Drosophila melanogaster ( Hoskins et al., 2007) 、 
西方 蜜蜂 Apis mellifera (Crozier and Crozier, 1993; 
Weinstock, 2006; Haddad et al., 2015), % # 
Bombyx mori (Mita et al., 2004) 和 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella (Jouraku et al., 2013) 等 有 限 物 种 的 全 基 
因 组 被 测定 外 ,更 多 物种 的 基因 组 序列 尚未 被 测定 。 
RAD-seq 技术 的 最 大 优点 就 是 可 以 对 没有 参考 基因 
组 的 非 模式 物种 进行 基因 组 层面 的 研究 。 因 此 ,该 





























技术 将 会 在 昆虫 学 研究 中 发 挥 重要 作用 。 目 前 已 有 
报道 利用 RAD-seq 进行 昆虫 生物 地 理学 和 种 群 遗 
传 学 ,物种 界定 .系统 发 育 重建 .遗传 连锁 图 谱 构 建 
等 方面 的 研究 。 

3.1 生物 地 理学 与 种 群 遗 传 学 

系统 发 生生 物 地 理学 (phylogeography , 又 称 “ 亲 
缘 地 理学 ” ) 主要 研究 控制 亲缘 谱系 地 理 分 布 的 原 
理 和 过 程 ,通过 分 子 标记 揭示 物种 现 有 种 群 的 遗传 
结构 ,并 运用 系统 发 生 学 思想 研究 亲缘 关系 密切 的 
种 间或 种 内 基因 谱系 现 有 分 布 格局 的 形成 过 程 和 机 
制 (Avise et al., 1987) 。 传 统 分子 标 记 如 部 分 线 粒 
体 基 因 \ 核 基因 序列 和 同 工 酶 等 由 于 受到 检测 方法 
的 限制 因而 数据 量 相 对 较 少 ,而 RAD-seq 可 以 获得 
大 量 的 分 子 标记 (SNP) ,为 研究 生物 在 冰期 的 迁移 
动态 (Emerson et al., 2010) 推测 近 源 物种 间 的 分 
化 时 间 (Papadopoulou and Knowles, 2015 ) 等 提供 前 
的 途径 。 

Emerson 等 (2010) 用 Sor II 限制 性 内 切 酶 对 北 
美 瓶 草 蚊 Wyeomyia smithii 的 21 个 种 群 的 基因 组 进 
行 RAD-seq 分 析 , 共 得 到 2 750 万 条 reads 和 3 741 
个 SNPs ,并 利用 这 些 SNP 位 点 构建 系统 发 育 关系 来 
揭示 种 群 遗 传 结构 和 进化 演变 方向 ,结果 将 这 21 个 
种 群 分 为 南部 种 群 和 北部 种 群 ,其 中 南部 种 群 分 为 
墨西哥 湾 ( Gulf Coast) 和 北 卡 罗 来 纳 海岸 ( North 
Carolina Coast) 两 个 分 支 ,北部 种 群 分 为 阿 帕 拉 契 亚 
山脉 (Appalachian Mountain) 和 北部 (Northern ) 两 个 
分 文 。 该 研究 还 推测 阿 帕 拉 契 亚 山 脉 分 文 是 由 于 距 
今 约 20 000 年 的 劳 伦 泰 德 冰 盖 的 退缩 ` 气 候 的 改变 
逐渐 形成 的 ,并 根据 北美 瓶 草 蚊 寄主 的 分 布 以 及 盛 
行 风 的 特点 推测 北部 分 文 是 由 阿 帕 拉 契 亚 分 支 迁 飞 
演化 形成 的 。 

为 了 揭示 遗传 分 化 时 间 与 地 理 分 布 的 关系 ， 
Papadopoulou 和 Knowles (2015 ) 对 来 自 维尔 京 群岛 
10 个 不 同 岛 屿 的 一 种 不 会 飞行 的 加 勒 比 星 蛇 
Amphiacusta sanctaecrucis 种 群 进行 研究 ,并 通过 对 
136 个 个 体 的 32 000 个 SNPs 研究 分 析 , 发 现 它们 的 
遗传 分 化 模式 同 岛 屿 的 周期 性 连通 和 分 离 有 关 , 并 
推测 出 其 遗传 分 化 时 间 为 75 ~ 130 ka (thousands 
year ago) 。 

3.2 物种 界定 

昆虫 分 类 的 技术 和 手段 很 多 ,传统 方法 包括 根 
据 形态 学 、 生 态 学 、 生 理学 等 特征 进行 鉴别 、 比 较 和 
分 类 。 随 着 技术 的 不 断 发 展 , 辅 以 基因 和 染色 体 等 
标记 的 分 析 , 能 够 更 准确 地 对 昆虫 进行 种 类 界定 。 
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Fischer 等 (2015 ) 结合 RAD-seq 和 形态 学 方法 ， 
重新 界定 了 2 种 来 自 卡 卡 梅 加 雨林 的 木 盲 切 叶 蚁 
Carebara Westwood。 过 去 , 仅 根据 形态 学 特征 将 能 


人 够 阻塞 洞口 的 大 头 兵 蚁 归 为 Celmenteitae , 将 无 这 





种 特点 的 兵 尽 和 工 蚁 归 为 C. thoracica。 经 过 RAD- 
seq 测序 结果 进行 最 大 似 然 分 析 构 建 进化 树 ,明确 
了 C. elmenteitae 和 C. thoracica 为 同一 种 ,并 将 其 
归 为 C. phragmotica sp. n. 。 





表 1 5 种 RAD-seq 方法 的 特征 比较 
Table 1 Comparison of five RAD-seq methods 


























特征 Trait mbRAD ddRAD 2bRAD ezRAD nextRAD 
制 性 内 切 酶 的 数量 
限制 生 内 切 酶 的 数量 1 2 1 三 1 2 
Number of restriction endonucleases 
; i tn Aa BE A N : Nextera RAA 
限制 性 内 切 酶 的 种 类 稀有 TIB 型 本 同 裂 酶 。 Neea 试剂 
A A low-frequency cutter and ` Nextera DNA 
Type of restriction endonucleases A low-frequency cutter JIB-type RE Isoschizomer 和 
a high-frequency cutter Library Prep Kit 
Uy FHF) Wy Physical shearing Æ Yes 无 No 无 No 无 No 无 No 
DNA 起 始 量 
50 - 100 50 - 100 50 - 100 - j 50 
Starting amount of genomic DNA i Pe ne 30100 ne 人 个 
=o pL eye wy Fa may mS 
插入 片段 大 小 范围 200 -600 bp 自 定义 33 -36 bp 自 定义 250 -300 bp 
Target insert size Customization Customization 
片段 大 小 选择 Size selection 有 Yes Æ Yes 无 No 有 Yes 无 No 
步 又 数 Number of steps 6 4 4 4-6 2 
Contigs > 200 bp 是 Yes 43 No 43 No 有 些 片段 Some 是 Yes 
站 组 3 n J2. RE 
从 头 组 装 片段 长 度 长 Long 中 等 Medium 短 Short 中 等 Medium 中 等 Medium 
Length of de novo contigs 
PCR 重复 拷贝 的 检测 
R RIN, 可 Yes 不 可 No 不 可 No 不 可 No 不 可 No 
Detection of PCR duplicates 
建 库 成 本 Library cost 高 High 很 低 Very low 低 Low 中 等 Medium 中 等 Medium 








* ezRAD 选用 PCR-free 试剂 使 时 需 1 ~2 pg 的 DNA 起 始 量 


3.3 系统 发 育 
Rougerie 等 (2015 ) 结合 DNA 条 码 技术 和 RAD- 
seq HAH FEAR (comet moths ) 和 水 青 蛾 (moon moths) 
的 多 样 性 ,包含 3 AJE (Actias, Argema 和 Graellsia ) 4 
48 个 样本 ,用 PstI 进 行 酶 切 最 终 测 序 得 到 3 550 个 
reads 和 3 921 个 SNP 位 点 ,并 在 此 基础 上 构建 系统 
发 育 树 ,能 够 很 好 地 反映 种 间 关 系 , 并 解决 了 建树 时 
Actias sinensis 和 4. felicis 两 个 种 团 间 的 冲突 。 

Ebel 等 (2015 ) 利用 RAD-seq 重建 了 新 热带 区 
FY BE IR WUE Jess Adelpha 与 其 温带 姐妹 属 线 峡 蝶 属 
Limenitis 的 系统 发 育 关系 ,结果 表明 在 幼虫 及 成 
期 的 自然 选择 导致 了 那 峡 蝶 属 Adelpha 的 快速 适应 
的 多 样 化 ,也 导致 了 其 寄主 的 多 样 性 。 
3.4 遗传 连锁 图 谱 构 建 

Baxter 等 (2011 ) 对 小 菜 蛾 Plutella xylostella 的 
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o For PCR-free Kit, the starting genomic DNA for ezRAD is 1 -2 pg. 


印度 尼 西 亚 澳大利亚 .越南 和 巴西 等 4 个 地 理 种 群 
的 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, Fil FA DDsilico 和 DDemux 
两 个 程序 分 别 模拟 酶 切 和 分 析 测 序 结果 ,得 到 最 佳 
酶 切 组 合 Mall FU MluCi, Æ 18 147 个 SNPs 中 ， 
47.9% 位 于 基因 间隔 区 ,17.7 多 位 于 内 合子 ,17.8% 
位 于 外 显 子 ,并 基于 埃及 伊 蚊 基因 组 研究 结果 将 
66.4% 的 SNPs 定位 在 3 条 染色 体 上 ,而 且 证 明了 通 
过 ddRAD 获得 SNP 的 结果 比 微 卫 星 能 更 清楚 地 揭 
示 不 同 地 理 种 群 之 间 的 隔离 。 

Grenier 等 (2015 ) 也 通过 ddRAD 技术 分 析 了 
D. melanogaster 的 5 个 地 理 种 群 的 差异 ,包括 中 国 、 
希腊 、 答 兰 、 塔 斯 马 尼 亚 岛 和 津巴布韦 。 一 方面 ,从 
得 到 的 5. 78 M SNPs 和 971 K 小 片段 插入 缺失 
(small indel ) 分 析 , 结果 表明 ,每 条 染色 体 上 约 有 
50% 的 突变 在 多 个 种 群 中 出 现 ,而 且 非 洲 种 群 含 有 



























































回 交 系 进行 RAD-seq 分 析 , 将 3 177 条 母系 遗传 等 
位 基因 定位 到 31 条 染色 体 上 ,成 功 构建 了 小 菜 蛾 的 
遗传 连锁 图 谱 , 并 且 与 家 看 B. mori 的 染色 体 进行 
了 比较 基因 组 分 析 。 
3.5 其 他 方面 

Rasic 等 (2014) 采 用 ddRAD 技术 研究 分 别 来 自 








大 部 分 的 突变 ; 另 一 方面 ,从 种 群 的 遗传 距离 和 种 群 
结构 分 析 说 明 非 洲 种 群 与 其 他 种 群 产 生 明显 的 分 
离 。 因 此 ,由 于 地 理 结构 特点 和 高 水 平 的 遗传 多 样 
性 ,在 研究 其 他 种 群 的 基因 组 特征 时 可 以 将 非洲 种 
群 的 基因 组 作为 参考 。 
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4 小 结 与 展望 


目前 ,RAD-seq 技术 不 仅 在 开发 分 子 标记 、 构 建 
遗传 图 谱 、 分 析 种 群 遗 传 结 构 等 方面 得 到 应 用 ,还 可 
用 于 分 析 转 录 组 和 基因 结构 等 。 这 种 方法 是 在 二 代 
测序 技术 的 基础 上 发 展 起 来 的 , 因 其 实验 操作 简便 、 
周期 较 短 ` 成 本 低 、 无 需 参考 基因 等 优点 而 得 到 广泛 
应 用 并 不 断 成 熟 。 由 于 RAD-seq 具有 的 特殊 优点 ， 
它 为 我 们 提供 了 一 种 研究 昆虫 遗传 差异 的 有 效 方 
法 。 可 基于 该 技术 构建 遗传 图 谱 来 对 亲缘 关系 较 近 
的 物种 进行 对 比 , 获 得 更 多 的 遗传 信息 ,可 以 更 准确 
地 解决 近 缘 物 种 之 间 的 进化 关系 。 其 次 , RAD-seq 
为 非 模式 昆虫 物种 的 基因 结构 和 遗传 多 样 性 研究 提 
供 了 一 种 简便 方法 。 特 别 是 可 以 用 该 技术 对 不 同 地 
理 种 群 进行 研究 ,揭示 各 地 理 种 群 的 进化 历史 。 同 
时 ,还 可 以 阐释 各 地 理 种 群 分 布 与 地 理 条 件 之 间 的 
关系 以 及 各 地 理 种 群 之 间 的 亲缘 关系 、 遗 传 分 化 时 
间 、 冰 期 或 间 冰 期 种 群 动态 特征 等 。 随 着 技术 的 不 
断 优化 ,RAD-seq 在 基因 组 结构 和 种 群 遗 传 分 析 等 
方面 更 具 广阔 的 应 用 前 景 。 
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